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Beschrelbung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Polyacrylsduren und Polymethacrylsduren verschiedener molarer Massen zur 
Anwendung als Arzneimittel und im besonderen zur Anwendung der Therapie und Prophylaxe von Erkrankungen, 
5 die mit einer Qbermd(3igen, durch Selektinrezeptoren vermittelten Zelladhdsion in dem von der Krankheit betroffenen 
Gewebe einhergehen. 

Die Zirkulation von Blutzellen wie z.B Leukozyten, Neutrophilen, Granulozyten und Monozyten ist auf molekularer 
Ebene ein vielstufiger, sehr komplexer Prozess, der nur in Teilschrltten bekannt ist (Review: T.A.Springer, Cell Tg, 301- 
314. 1994). 

10 Jungste Forschungsergebnisse zeigten. daB die in der ImmunQberwachung entscheidende Rezirkulation der Lym- 
phozyten sowie die Lokalisierung von Neutrophilen und Monozyten an EntzQndungsherden sehr ahnlichen molekula- 
ren Mechanismen gehorchen. So kommt es bei akuten und chronischen Entzundungsprozessen zur Adhasion der 
Leukozyten an Endothelzellen und Auswanderung in den EntzOndungsherd und in die sekundSren lymphatischen 
Organe. 

IS An diesem Vorgang sind zahlreiche spezifische Signalmolekule wie z.B. Interleukine, Leukotriene und Tumorne- 
krosefaktor (TNF), deren G-Protein gekoppette Rezeptoren und insbesondere gewebespezifische Zelladhdsionsmote- 
kule beteiligt. die eine genau kontrollierte Erkennung der immun- und Endothelzellen gewdhrleisten. Zu den wichtigeten 
hierbei beteiligten Adh&sionsmoiekulen, die im folgenden a!s Rezeptoren bezeichnet werden soiien, gehdren die 
Selektine (E-, P- und L-Selektine), Integrine und die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie. 

20 Die drei Selektinrezeptoren bestimmen die Anfangsphase der Leukozytenadhdsion. E-Selektin wird auf Endothel- 
zellen einige Stunden nachder Stimulierung beispielsweise durch lnterleukin-1 (IL-lp) oder Tumornekrosefaktor (TNF- 
a) exprimiert, wdhrend P-Selektin in Blutpldttchen und Endothelzellen gespeichert wird und nach Stimulierung durch 
Thrombin. Peroxidradikale Oder Substanz P u.a. auf den Zelioberfldchen prasentiert wird. L-Selektin wird dauerhaft auf 
Leukozyten exprimiert. wird im Verlauf der EntzQndung jedoch rasch wieder von den Leukozyten abgespalten. 

25 Die in der Anfangsphase entzundlicher Prozesse durch Selektin- Rezeptoren vermittelte Adhdsion von Leukozyten 
an Endothelzellen ist eine naturliche und notwendige Immunantwort auf diverse Entzundungsreize und Verletzungen 
des vasculdren Gewebes. 

Der Verlauf einer Reihe von akuten und chronischen Erkrankungen wird jedoch durch die ubermdBige Adhdsion von 

Leukozyten und deren Infiltration in das betroffene Gewebe sowie durch die SchSdigung gesunden Gewebes im Sinne 
30 einer Autoimmunreaktion ungOnstig beeinflu3t. Dazu zahlen beispielsweise Rheuma, Reperfusionsverletzungen wie 

myokardiaie Ischdmie/lnfarkt (Ml), akute Lungenentzundung nach operativem Eingriff, traumatischer Schock und 

Schlaganfall, Psoriasis, Dermatitis, ARDS (Atemnotsyndrom bei Enwachsenen) sowie die nach chirurgischen Eingriffen 

(Beispiel Angiopiastie und By-Pass Operationen) auftretende Restenose. 

Der natOrliche Ltgand wurde schon erfblgreich in Tierversuchen bei P-Selektin abhdngigen Lungenverletzungen 
35 (M.S.Mulligan et.al., Nature 1993. 364. 149) und bei myokardialen Reperfusionsverletzungen (M.Buerke et.al.» 

J.Clin. Invest. 1994. §3, 1 140) venwendet. 

Beim Screening nach biologisch aktiven, spezifischen Antagonisten wurde uberraschendenweise gefunden, daB 

(im Handel, beispielsweise bei der Firma Fiuka. erhditliche) Polyacrylsduren und Polymethacrylsduren in Abhdngigkeit 

von ihrer mittleren Molmasse. die P-se!ektinvermittelte Zelladhasion inhibieren. 
40 DemgemaB betrifft die vorliegende Erfindung ein Polymer der Acrylsaure Oder der Methacrylsaure oder deren 

pharmakologisch vertraglichen Salze zur Anwendung als Arzneimittel. 

Vorzugsweise ist das Polymer dadurch gekennzeichnet. daB es eine Polyacrylsaure, vorzugsweise deren Natrium- 

salz, ist. 

Besonders geeignet zur Anwendung als Arzneimittel sind Polymere der genannten Sduren, deren Molmassen von 
45 900 bis 63 000 g/mol betragen. 

Die genannten Polymere sind besonders geeignet zur Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie oder Prophy- 
laxe einer Erkrankung. die mit einer ubermdBigen, durch Selektinrezeptoren vermittelten Zelladhasion in dem von der 
Krankheit betroffenen Gewebe einhergeht. vorzugsweise eine Herz-Kreislauf-Erkrankung oder eine rheumatische 
Erkrankung. 

50 Die erfindungsgemfiBen Arzneimittet werden im allgemeinen intravenOs. oral oder parenteral oder als Implantate 
verabreicht, aber auch eine rektale Anwendung ist prinzipiell mOglich. Geeignete teste oder flQssige galenische Zube- 
reitungsformen sind beispielsweise Granulate. Pulver, Tabletten. Dragees. (Mikro-)Kapseln, Zapfchen, Sirupe, Emulsio- 
nen, Suspensionen. Aerosole, Tropfen oder injizierbare LOsungen in Ampullenform sowie Praparate mit protrahierter 
Wirkstoffe-Freigabe, bei deren Herstellung Oblichenweise Tragerstoffe und Zusatze und/oder Hilfsmittel wie Spreng-, 

55 Binde-. Oberzugs-. Quellungs-. Gleit- oder Schmiermrttel, Geschmacksstoffe. SuBungsmittel oder LGsungsvermittler 
Verwendung finden. Als haufig venwendete Trager- oder Hilfsstoffe seien z.B. Magnesiumcarbonat. Titandioxid, Lak- 
tose, Mannit und andere Zucker, Talkum, MilcheiweiB, Gelatine. Starke. Vitamine, Cellulose und ihre Derivate. tierische 
und pflanzliche Ole. Polyethylenglykole und LOsungsmittel, wie etwa steriles Wasser, Alkohole. Glycerin und mehn^^er- 
tige Alkohole genannt. 
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Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Prdparate in Dosierungseinheiten hergestellt und verabreicht. Feste 
Dosierungseinheiten sind Tabletten, Kapsein und Suppositorien. 

FOrdie Behandlung eines Patienten sind je nach Wirksamkeit der Verbindung. Art der Applikation. Art und Schwere 
der Erkrankung. Alter und KOrpergewicht des Patientin, unterschiedliche Tagesdosen notwendrg. Unter Umstdnden 
5 kOnnen jedocli auch hGhere Oder niedrigere Tagesdosen angebracht sein. Die Verabreichung der Tagesdosis kann 
sowohl durch Einmalgabe in Form einer einzelnen Dosierungselnhert Oder aber mehrerer Meiner Dosierungseinheiten 
als auch durch Mehrfachgabe unterteilten Dosen in bestimmten Intervallen erfolgen. Die zu verabreichende Tagesdosis 
kann auRerdem von der Anzahl der wahrend des Krankheitsverlaufs exprimierten Rezeptoren abhangig sein. Es ist 
vorstellbar, da(3 im Anfangsstadium der Krankheit nur wenige Rezeptoren auf der Zelloberfldche exprimiert werden und 
10 demzufolge die zu verabreichende Tagesdosis geringer ist als bei stark erkrankten Patienten. 

Die erfindungsgemdOen Arzneimittel werden dadurch hergestellt. da6 man die genannten Polymere mit Oblichen 
Trdger- sowfe gegebenenfalls Zusatz> und /oder Hilfsmittel in die bzw. eine geeignete Darreichungsform bringt. 

Die hochmolekularen Polyacrylsfluren und Polymethacrylsauren stellen sehr potente und spezifische P-Selektin 
Antagonisten dar. Dies kann anhand der nachfolgend beschriebenen Zelladhdsionsassays nachgewiesen werden. 

IS 

Beispiel 1 : 

Primarassays zur Untersuchung der Wirkung auf die Zelianhaftung an rekombinanie. idsltche Seiektin-Fusionspro- 
teine. 

20 Urn die Wirksamkeit der Polymere auf die Interaktion zwischen den E- und P-Selektinen (alte NomenMatur ELAM- 
1 bzw. GMP-140) mit ihren Liganden zu testen, wird ein Assay venwendet, der jeweils nur fOr eine dieser Interaktionen 
spezifisch ist. Die Liganden werden in ihrer natOrlichen Form als Oberfiachenstrukturen auf promyelozytischen HLBO 
Zellen angeboten. Da HL60 Zellen Liganden und AdhdsionsmolekQIe unterschiedlichster Spezifitdtaufweisen, kann die 
gewQnschte Spezrfitat des Assays nur Ober den Bindungspartner erbracht werden. Als Bindungspartner wurden gen- 

25 technisch hergestellte lOsliche Fusionsproteine aus der jeweils extrazytoplasmatischen Domdne von E- bzw. P-Selektin 
und der konstarrten Region eines humanen Immunglobulins der Subklasse IgGI ven/vendet. 

Herstellung von L-Selektin-lgQI 

30 Zur Herstellung von lOslichem L-Selektin-lgGI Fusionsprotein wurde das von Walz et al.. 1990 publizierte geneti- 

sche Kbnstrukt "ELAM-Rg" verwendet. 

Zur Expression wurde die Plasmid DNA in COS-7 Zellen (ATCC) mittels DEAE-Dextran transfiziert (Molekularbio* 

logische Methoden: siehe Ausubel. F.M., Brent, R.. Kingston, R.E.. Moore. D.D., Seidman. J.G., Struhl. K. und Smith. 

J. A 1990. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley, New \brk). Sieben Tage nach der Transfection wird der 
35 KiilturQberstand gewonnen, durch Zentrifugation von Zellen und Zellfragmenten befreit und auf 25 mM Hepes pH 7,0, 

0,3 mM PMSF, 0,02 % NatriumazkJ gebracht und bei +4*'C aufgehoben. (Walz, G.. Aruffb, A, Kbianus, W., Bevilacqua. 

M. und Seed, B. 1990. Recognition bei ELAM-1 of the sialyl-Lex determinant on myeloid and tumor cells. Science 250. 

1132-1135.) 

40 Herstellung von P-Selektin- IgQI 

Zur Herstellung des lOslichen P-Selektin- IgGI Fusionsproteine wird das von Aruffo et al.. 1991 publizierte geneti- 
sche Kbnstrukt "CD62Rg" verwendet. Die weitere Vorgehensweise entspricht der unter Al dargestellten Herstellung 
vonL-Selektin-lgGI. 

45 Aruffb. A, Kolanus, W., Walz. G., Fredman, P. und Seed. B. 1991. CD62/-P-Selectin recognition of myeloid and 
tumor cell suHatides. Cell 67, 35-44. 

Herstellung von CD4-lgG1 

50 Zur Herstellung des lOslichen CD4-lgQ1 Fusionsproteins wird das von Zettlemeissl et al., 1990 publizierte geneti- 
sche Kbnstrukt "CD4:lgG1 hinge" venwendet. Die weitere Vorgehensweise entspricht der unter Al dargestellten Her- 
stellung von L-Selektin-lgGi . (Zettelmeissl. G., Gregersen, J.-R, Duport, J. M. Mehdi. S., Reiner. G. und Seed, B. 1990. 
Expression and characterization of hunfian CD4: Immunoglobulin Fusion Proteins. DNA and Cell Biology 9. 347-353.) 

55 Durchfuhrung des HL60 Zelladhdsionsassays auf rekombinanten. lOslichen AdhasionsmolekQIen 

1. 96er Mikrotitertestplatten (Nunc Maxisorb) werden mit 100 jil eines In 50 mM Tris pH 9,5 verdOnnten (1 + 100) 
Ziege anti human IgG AntikOrpers (Sigma) 2 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der AntikOrperlO- 
sung wird einmal mit PBS gewaschen. 
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2. 150 ^J des Blockierungspuffers werden fOr 1 Std. bei Raumtemperatur in den Ndpfchen belassen. Die Zusam- 
mensetzung des Blockierungspuffers ist: 0.1 % Gelatine, 1 % BSA. 5 % Kalbserum. 0.2 mM PMSF. 0,02 % Natii- 
umazid. Nach Entfernen des Blockierungspuffers wird einmal mit PBS gewaschen. 

5 3. In die Ndpfchen werden je 100 ^ ZellkulturOberstand von entsprechend transfektierten und exprimierten COS- 

Zellen pipettiert. Die Inkubation erfotgt 2 Std. bei Raumtemperatur. Nach Entfernen des ZellkulturQberstandes wird 
einmal mit PBS gewaschen. 

4. In die Ndpfchen werden 20 ^1 Bindungspuffer gegeben. Der Bindungspuffer hat die Zusammensetzung: 50 mM 
10 Hepes, pH 7,5; 100 mM NaCI; 1 mg/ml BSA; 

2 mM MgCl2; ImMCaCIa, 3mM MnCl2; 0,02 % Natriumazid; 0,2 mM PMSF. Dazu werden 5 ^1 der Testsubstanz 
pipettiert, durch Schwenken der Platte vermischt und 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. 

5. 50 ml einer HL60 Zellkuitur mit 200.000 Zelfen/ml werden 4 Min. bei 350 g zentrifugiert. Das Pellet wird in 10 ml 
IS RPM1 1 640 resuspendiert und die Zellen erneut zentrifugiert. Zur Markierung der Zellen werden 50 ^g BCECF-AM 

(Molecular Probes) in 5 ^1 wasserfreiem DMSO aufgelOst; anschlie3end werden 1 ,5 ml RPM1 1640 auf die BCECF- 
AM/DMSO-LOsung gegeben. Mit dieser LOsung werden die Zellen resuspendiert und 30 Min. bei 37^C inkubiert. 
Nach zweiminutiger Zentrifugation bei 350 g wird das markierie Zeiipeiiet in 1 1 mi Bindungspuffer resuspendiert 
und die resuspendierten Zelten in 100 ^l Aliquots In die Mikrotiterplatten-Napfchen vertellt. Die Platte wird 10 Min. 
20 bei Raumtemperatur stehen gelassen. um die Zellen auf den Boden der Testplatte sedimentieren zu tassen. Dabei 
haben die Zellen Gelegenhelt an das beschichtete Plastik zu adhdrieren. 

6. Zum Abstoppen des Tests wird die Mikrotiterplatte im 45° Winkel gfinzlich in den Stoppuffer getaucht (25 mM 
Tris, pH 7,5; 125 mM NaCt; 0,1 % BSA; 2 mM MgCl2: 1 mM CaClg; 3 mM MnCl2; 0,02 % Natriumazid). Durch Inver- 
ts tierung wird der Stoppuffer aus den Ndpfchen entfernt und die Prozedur noch zweimal wiederhott. 

7. Die Messung der in den Ndpfchen festhaftenden, BCECF-AM nfiarkierten Zellen erfolgt in einem Cytofluorimeter 
(Mtllipore), bei einer Empfindlichkeitseinstellung von 4. einer Anregungswellenldnge von 485^2 nm und einer 
Emissionswelleniange von 530/25 nm. 

30 

Ergebnisse: 




IC 50-Werte fOr P-Selektin und for E-Selektin: 




IC 50 (^M. P-Selectin) 


IC 50 (^M, E-Selectin) 


Polyacrylsdure 995 Na-Salz 


165,00 


>2000 


Polyacrylsfiure 2*100 Na-Salz 


125.00 


>2000 


Polyacrylsaure 4*100 Na-Salz 


21,00 


>2000 


Polyacrylsdure 62'900 Na-Salz 


0,009 


>2000 


(Spezcfikationen gemdB Angaben der Firma Fluka, Katalog 1996). 



so Beispiel 2: 

Leukozyten-Adhdsion - PrOfung der Wirksamkeit der erf indungsgema3en Verbindungen in vivo (intravitalmikroskopie 
an der Ratte): 

ss Bei entzundlichen Prozessen und anderen, die Zytokine aktivierenden Zustdnden spielt die GewebszerstOrung 
durch einwandernde oder die Mikrozirkulation blockierende Leukozyten eine entscheidende Rolle. Die erste und fur 
den weiteren KrankheitsprozeR entscheidende Phase ist die Aktivierung von Leukozyten innerhalb der Blutbahn, ins- 
besondere im prd- und postkapilldren Bereich. Dabei kommt es, nachdem die Leukozyten den Axialstrom des Blutes 
verlassen haben, zu einem ersten Anheften der Leukozyten an der GefaBinnenwarxl, d.h. Im GefflBendothel. Alle dar- 
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auf folgenden Leukozyteneffekte. d.h. die aktive Durchwanderung durch die Gefd^wand und die anschlieBende orien- 
tierte Wanderung tm Gewebe, eind Foigereaktionen (Harian, J.M., Leukocyte-endothelial interaction, Blood 65, 513- 
525. 1985). 

Diese rezeptorvermittelte Interaktion von Leukozyten und Endothelzellen wird ats ein InHiales Zeichen des Entzun- 
5 dungsprozesses angesehen. Neben den schon physiologisch exprimierten AdhasionsmolekOlen kommt es unter der 
Einwirkung vom EntzQndungsmediatoren (Leukotriene. PAF) und ZytoWnen (TNF-alpha, Interleukinen) zur zeitlich 
gestuften, massiven Expression von AdhdsionsmolekOlen auf den Zellen. Sie werden derzeit in drei Gruppen eingeteilt: 
1. Immunglobulin-Gensuperfamiiie. 2. Integrine und 3. Selektine. Wahrend die Adhdsion zwischen MolekQIen der Ig- 
Gensuperfamilie und den Protein-Protein- Bind ungen ablduft. stehen bei der Kboperation zwischen Selektinen Lektin- 
10 Kolilel^rat'Bindungen im Vordergrund (Springer. T.A.. Adiiesion receptors of the immune system. Nature 346. 425- 
434. 1990; Huges. G., Cell adhesion molecules - the key to an universal panacea, Scrips Magazine 6, 30-33. 1993; 
Springer, TA.. Traffic signals for lymphocyte recirculation and leukocyte emigration; The multistep paradigm. Cell 76. 
301 -314, 1994). 

15 Methode: 

Die induzierte Adhdsion von Leukozyten wird mit einer intravitalmikroskopischen Untersuchungstechnik im Mesen- 
terium der Ratte quantifizleri (Auierton A. and Born G.V.R., Quaritiiailve liwestigatlons of the adhesiveness of circula- 
tion polymorphnuclear leukocytes to blood vessel walls. J. Physiol. 222, 447-474. 1972; Seiffge, D. Methoden zur 

20 Untersuchung der Rezeptor-vermittelten Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen im EntzQndungsgesche- 
hen, in: Ersatz- und Erganzungsmethoden zu Tierversuchen in der biomedizinischen Forschung, SchOffI, H, et al., 
(Hrsg.) Springer, 1995 (im Druck)). Unter Inhalations-Athernarkose wird eine Dauernarkose durch intramuskuiare 
Injektion von Urethan (1.25 mg/kg KG) eingeleitet Nach Freipraparation von Gefd3en (V. femoralis zur Injektion von 
Substanzen und A. carotis zur Blutdruckmessung) werden Katheter in diese eingebunden. Danach wird das entspre- 

25 chende transparente Gewebe (IVIesenterium) nach den in der Uteratur bekannten Standardmethoden freigelegt und 
auf dem Mikroskoptisch ausgelagert und mit 37<'C warmen ParaffinOI Qberschichtet (Menger. M.D. and Lehr, H., A. 
Scope and perspetives of intravital microscopy-bridge over from in vitro to in vivo. Immunology Today 14, 519-522. 
1993). Die Applikation der Testsubstanz erfolgt i.v. am Tier (10 mg/kg). Die experimentelle ErhOhung der Blutzell-Adhd- 
sion wird durch systemische Verabreichung von Lipopolysaccharid (LPS, 15 mg/kg) 15 Minuten nach Applikation der 

30 Testsubstanz durch Zytokin-Aktivierung ausgelOst (Foster S.J., Mc Cormick LM., Ntolosi B.A. and Campbell D., Pro- 
duction of TNF-alpha by LPS-stimulated murine, rat and human blood and its pharmacological modulation. Agents and 
Actions 38, C77-C79, 1993, 18.01,1995). Die dadurch verursachte erhOhte /Vdhasion von Leukozyten am Endothel wird 
direkt vitalmikroskopisch oder mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen quantifiziert. Alle MeBvorgange werden per Video- 
kamera aufgenommen und auf einem Videorekorder gespeichert Ober einen Zeitraum von 60 Minuten wird alle 10 

35 Minuten die Anzahl der rollenden Leukozyten (d.h. alle sichtbar rollenden Leukozyten. die langsamer als die strOmen- 
den Erythrozyten sind) und die Anzahl an haftenden Leukozyten am Endothel (Verweildauer Idnger als 5 Sekunden) 
erfa3t. Nach Beendigungen des Versuches werden die narkotisierten Tiere schmerzfrei durch systemische Injektion 
von T61 exzitationsfrei eingeschldfert. Zur Auswertung werden die Ergebnisse jeweils von 8 beharxJelten mit 8 unbe- 
handelten Tieren (Kbntrollgruppe) verglichen (Angabe der Ergebnisse In Prozenten). 

40 

Intravitalmlkroskopie an der Ratte: 

a) Polyacrylsdure (2*100 Na-Salz): Dosis: 3 mg/kg; Applikation: I.v.; Spezies: 

45 SPRD (m); Gewicht in g: 

284 +/- 9,6; /Vnzahl der GefdBe: 15; Gefar3durchmesser in ^m: 28 +/- 2,2; Leukocyten in 10^/mm^: 8.2 +/• 2.; 
Fibrinogen in mg/100 ml: 96 +/- 10.1; Inhibition: -3 % 

b) Polyacrylsaure (62*900 Na-Salz): Dosis: 3 mg/kg; Applikation: i.v.; Spezies: 

50 

SPRD (m); Gewicht in g: 

276 +/• -13.6; Anzahl der Gefa6e: 18; GefSBdurchmesser in pm: 27 +/- 5,2; Leukocyten in 10^/mm^: 12,5 +/- 
3.5; Fibrinogen In mg/100 ml: 101 +/• 12.3; Inhibition: 64 %. 

55 PatentansprOche 

1 . Polymer der Acrylsfture oder Methacrylsdure Oder deren pharmakologisch vertrdglichen Saize zur Anwendung als 
Arzneimittel. 
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2. Polymer nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daQ das Polymer eine Polyacrylsdure ist. 

3. Polymer nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet da3 das Polymer das Natriumsalz einer Polyacrylsdure Ist. 

5 4. Polymer nach einem der AnsprOche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dal3 die mittlere Molmasse des Polymers 
900 bis 63 000 g/mol betrdgt. 

5. Verwendung eines Polymers gemSfl einem der AnsprQche 1 bis 4 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie 
Oder Prophylaxe einer Erkrankung, die mil einer ObermdBlgen, durch Selektinrezeptoren vermittelten Zelladhdsion 

10 in dem von der Krankhelt betroffenen Gewebe einhergeht. 

6. Venwendung nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB die Krankhelt eine Herz-Krelslauf-Erkrankung Ist. 

7. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. da6 die Krankhelt eIne rheumatlsche Erkrankung Ist. 



IS 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 
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8. Arzneimlttel enthaltend mindestens ein Polymer gemdB einem der AnsprQche 1 bis 4 und pharmazeutische Hilfs- 
stoffe. 
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